




















POMEN INŽENIRSKIH PARAMETROV PRI 
GOJENJU FILAMENTOZNIH 





































POMEN INŽENIRSKIH PARAMETROV PRI GOJENJU 
FILAMENTOZNIH MIKROORGANIZMOV V BIOREAKTORJU 
 
DIPLOMSKO DELO 
Univerzitetni študij - 1. stopnja  
 
 
IMPORTANCE OF ENGINEERING PARAMETERS FOR 
CULTIVATION OF FILAMENTOUS MICROORGANISMS IN A 
BIOREACTOR 
 
B. SC. THESIS 


















Ziherl M. Pomen inženirskih parametrov pri gojenju filamentoznih mikroorganizmov v bioreaktorju. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
II 
 
Diplomski seminar je zaključek univerzitetnega študija – 1. stopnja Biotehnologija. 
 
Študijska komisija 1. in 2. stopnje Študija biotehnologije je za mentorja diplomskega 








Komisija za oceno in predstavitev: 
 
Predsednik: prof. dr. Mojca NARAT 
  Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko 
 
 
Član:  prof. dr. Aleš PODGORNIK 
Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Oddelek za 
kemijsko inženirstvo in tehniško varnost 
 
 
Član:  prof. dr. Polona JAMNIK 














Datum predstavitve: 12.9.2017 
 
  
Ziherl M. Pomen inženirskih parametrov pri gojenju filamentoznih mikroorganizmov v bioreaktorju. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
III 
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
 
ŠD Du1  
DK UDK 602.42-7:579.23:606:579.66(043.2) 
KG industrijska biotehnologija/bioprocesno inženirstvo/reologija/karakterizacija 
morfologije 
AV ZIHERL, Matic  
SA PODGORNIK, Aleš (mentor) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, Univerzitetni 
študijski program prve stopnje Biotehnologija 
LI 2017  
IN POMEN INŽENIRSKIH PARAMETROV PRI GOJENJU FILAMENTOZNIH 
MIKROORGANIZMOV V BIOREAKTORJU 
TD Diplomsko delo (Univerzitetni študij - 1. stopnja)  
OP IV, 18 str., 1 pregl., 5 sl., 30 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Filamentozni organizmi  so pomembni industrijski mikrooorganizmi zaradi njihove 
izjemne sposobnosti proizvodnje in izločanja produktov. Morfologija filamentoznih 
organizmov v submerznih kultivacijah je predmet posebnega pomena, predvsem 
zaradi vpliva, ki ga ima na produktivnost procesa. Razumevanje kompleksnih 
medsebojnih povezav med morfologijo in pogoji v bioreaktorju je osnova za uspešno 
načrtovanje bioprocesa. Iz inženirskega stališča  je vpliv glivne morfologije na 
reologijo kulture najpomembnejši vidik. Morfologija filamentoznih gliv, ki se 
razvijajo v kateremkoli fermentacijskem sistemu, je posledica različnih, medsebojno 
odvisnih vplivov in torej predstavlja ravnovesje med silami kohezije in dezintegracije. 
Znano je, da je za tvorbo nekaterih metabolitov (predvsem sekundarnih) potrebna 
specifična oblika rasti. Oblike, ki se pojavljajo, lahko segajo od prosto rastočega 
micelija pa vse do prepletenih skupkov in gostih krožnih peletov. V delu so opisani 
vplivi rastnih parametrov kot so tip in koncentracija inokuluma, sestava medija, pH 
vrednost, temperatura, mešanje in prezračevanje ter sodobni načini inženiringa 
filamentozne rasti z dodajanjem mikrodelcev v kultivacijsko brozgo. Povzeti so tudi 






Ziherl M. Pomen inženirskih parametrov pri gojenju filamentoznih mikroorganizmov v bioreaktorju. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
IV 
 
KEY WORDS DOCUMENTATION  
 
ND Du1  
DC UDC 602.42-7:579.23:606:579.66(043.2) 
CX industrial biotechnology/bioprocess engineering/rheology/characterization of 
morphology 
AU ZIHERL, Matic  
AA PODGORNIK, Aleš (supervisor) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study Programme in 
Biotechnology 
PY 2017  
TI IMPORTANCE OF ENGINEERING PARAMETERS FOR CULTIVATION OF 
FILAMENTOUS MICROORGANISMS IN A BIOREACTOR 
DT B. Sc. Thesis (Academic Study Programmes) 
NO IV, 18 p., 1 tab., 5 fig., 30 ref.  
LA sl 
AL sl/en 
AB Filamentous organisms are important industrially used microorganisms due to their 
exceptional production and secretion capacities. The morphology of filamentous 
organisms in submerged cultivations is of special importance mainly because of the 
impact on process productivity. The understanding of complex interconnections 
between morphology and bioreactor conditions is basic for a successful bioprocess 
design. From the engineering point of view the effect of morphological form on broth 
rheology is the most important aspect. Morphology of filamentous fungi which is 
developing in any fermentation system can be considered as a final result of various 
influences, an equilibrium between forces of cohesion and disintegration. It is well 
known that a specific growth form is required for optimal production of certain 
metabolites (especially secondary). The forms that are occurring can differ from freely 
dispersed mycelium to interwined clumps and dense spherical pellets. Cultivation 
parameters such as type and concentration of inoculum, media composition, pH value, 
temperature, agitation, aeration and novel methods of filamentous growth engineering 
by addition of microparticles in cultivation broth were studied in this work. In 
addition, the methods for characterization of morphology in fermentation systems and 




Ziherl M. Pomen inženirskih parametrov pri gojenju filamentoznih mikroorganizmov v bioreaktorju. 





  Str. 
 KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA  III 
 KEY WORDS DOCUMENTATION                                                                                              IV 
 KAZALO VSEBINE                                                                                               V
 KAZALO PREGLEDNIC                                                                                              VI
 KAZALO SLIK   VI 
 OKRAJŠAVE IN SIMBOLI                                                                                                                                                                                    VII 
   
1 UVOD 1 


















KARAKTERIZACIJA DELCEV NA MAKROSKOPSKI RAVNI 


























POVEZAVA MED MORFOLOGIJO IN PRODUKTIVNOSTJO 
REOLOGIJA PRI FILAMENTOZNIH PROCESIH  











Ziherl M. Pomen inženirskih parametrov pri gojenju filamentoznih mikroorganizmov v bioreaktorju. 





  Str. 














Shematski prikaz biotehnološkega procesa 
Agregacijski model za koagulativne filamentozne mikroorganizme 
Skica peleta, ki prikazuje kritični radij in aktivno cono 
Povezava specifične produktivnosti in glivne morfologije ocenjene z 
morfološkim številom MN pri produkciji fruktofuranozidaze z A. niger 
Inženiring morfologije pri Aspergillus niger z dodajanjem 









Ziherl M. Pomen inženirskih parametrov pri gojenju filamentoznih mikroorganizmov v bioreaktorju. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
VII 
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Lhyphae skupna dolžina hif 
Li dolžina posamezne hife 
qtip hitrost rasti konice hife 
dhyphae premer hifnega elementa 
n število hifnih konic 
kbran povprečna stopnja razvejanja hife 
µhyphae specifična hitrost rasti micelija 
HGU enota rasti hife (ang. hyphal growth unit) 
rcrit kritični radij peleta 
Deff efektivni difuzijski koeficient 
cs koncentracija hraniva na površini peleta 
ρpel gostota peleta 
qs specifična hitrost porabe hraniva 
   aktivna plast peleta 
rpelet polmer peleta 
Xpelet koncentracija biomase peletov 
k od seva odvisna rastna konstanta 
N koncentracija peletov 
FLIM ang. fluorescence lifetime imaging 
AFM ang. atomic force microscopy 
FBRM ang. focused beam reflectance measurement 
CLSM ang. confocal laser scanning microscopy 
CFD računalniška dinamika tekočin (ang. computational fluid dynamics) 
DO koncentracija raztopljenega kisika (ang. dissolved oxygen) 
η viskoznost 
τ strižna napetost 
  strižna hitrost 
K indeks čvrstosti tekočine 
   meja plastičnosti 
n tokovni indeks 
RP reološki parameter 
Ziherl M. Pomen inženirskih parametrov pri gojenju filamentoznih mikroorganizmov v bioreaktorju. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
VIII 
 
XBDM koncentracija suhe celične biomase 
R parameter hrapavosti peletov 
C parameter kompaktnosti peletov 
MPEC kultivacije obogatene z mikrodelci (ang. microparticle-enhanced 
cultivations) 
GFP ang. green fluorescent protein 
 
Ziherl M. Pomen inženirskih parametrov pri gojenju filamentoznih mikroorganizmov v bioreaktorju. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
1 
 
1 UVOD  
 
V prejšnjem stoletju so bili uvedeni številni industrijski bioprocesi, ki uporabljajo  
filamentozne evkariontske in prokariontske mikroorganizme za proizvodnjo organskih kislin 
in antibiotikov. Najstarejši »large-scale« industrijski proces, ki izkorišča filamentozni 
mikroorganizem, je proizvodnja citronske kisline s filamentozno glivo Aspergillus niger, ki je 
bil uveljavljen leta 1919 v Belgiji, kljub pomanjkanju razumevanja temeljnih molekularnih in 
biokemijsko-inženirskih principov. Od takrat dalje so bili razviti ekspresijski in produkcijski 
glivni sistemi za pridobivanje farmacevtskih spojin, proteinov in predvsem encimov.  
Filamentozne glive  so vodilne v primerjavi z drugimi industrijsko uporabljenimi organizmi 
zaradi njihove izjemne sposobnosti proizvodnje in izločanja produktov.  Med bakterijskimi 
filamentoznimi organizmi imajo bakterije iz rodu Aktinomicet in rodu Streptomicet glavni 
industrijski pomen, zaradi številnih sekundarnih metabolitov, ki so jih sposobne proizvajati.  
Čeprav se pojavljajo določene jasne razlike, so morfološke karakteristike vrste Streptomicet 
in njihovi vplivi na kultivacijske procese zelo podobni tistim, ki jih opažamo pri glivah, kot je 
npr. Aspergillus niger. Tako glive kot bakterije lahko rastejo filamentozno in v submerznih 
kulturah tvorijo značilno rast v obliki peletov. Iz tega vidika lahko njihovo kinetiko rasti 
opisujemo z uporabo enakih matematičnih modelov. Čeprav ne obstaja splošno soglasje o tem 
kakšna je povezava morfologije in drugih biofizikalnih parametrov v submerznih kultivacijah 
s produkcijo primarnih in sekundarnih metabolitov, je morfologija poznana kot parameter 
prednostnega pomena in je iz tega stališča vredna raziskovanja. Pomembna ovira, ki se 
pojavljaja pri filamentoznih kultivacijah je kompleksna morfologija, ki jo poznamo pri 
submerzni rasti v tekočem mediju. Morfološke oblike, ki se pojavljajo, lahko segajo od prosto 
rastočega micelija pa vse do prepletenih skupkov in gostih krožnih peletov. Morfologija, ki se 
izoblikuje ni določena zgolj na podlagi genetskega materiala, pač pa tudi narave inokuluma 
ter kemijskih in fizikalnih pogojev gojenja (Walisko in sod., 2015).  
 
Ker je zastopanost gliv med filamentoznimi mikroorganizmi v industrijskih procesih veliko 
večja, je v tem diplomskem delu večja pozornost namenjena preučevanju njihovega vedenja v 
submerznih bioprocesih. Uporaba gliv za produkcijo komercialno pomembnih produktov se je 
močno povečala v zadnje pol stoletja. Proizvodnja alkoholnih pijač, biomase in izdelava 
terapevtskih spojin, skupaj s proizvodnjo enostavnih organskih spojin, še vedno ostajajo 
glavna področja njihove uporabe. Razvoj procesa za proizvodnjo glicerola s fermentacijo 
kvasovk, ki se je v širokem obsegu izvajal tekom prve svetovne vojne, verjetno označuje 
začetek industrijske mikologije. Glavna širitev pri uporabi gliv v industriji pa se je pojavila z 
vzponom submerznih tehnik kultivacije pri penicilinskih fermentacijah. Slika 1 prikazuje 
povezanost različnih parametrov biotehnološkega procesa, kjer se morfologija in gojitveno 
okolje kot glavna procesna parametra nahajata v sredini trikotnika, produktivnost, ki pa je 
osrednji parameter potreben optimizacije, se nahaja na vrhu. Vsi parametri, ki se nahajajo na 
straneh, imajo neposredne in posredne vplive drug na drugega (Wucherpfennig in sod., 2010). 
Odvisno od željenega produkta, optimalna morfologija danega bioprocesa variira in ne more 
biti posplošena. Ker je optimalna produktivnost povezana s specifično morfološko obliko, 
morajo biti prednosti in slabosti micelijske ali peletne kultivacije previdno pretehtane za vsak 
biološki sistem posebej (Krull in sod., 2013). 
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Slika 1: Shematski prikaz biotehnološkega procesa (Wucherfennig in sod., 2010: 93) 
 
2 MORFOLOGIJA FILAMENTOZNIH MIKROORGANIZMOV V SUBMERZNIH 
PROCESIH 
 
Morfologija filamentoznih organizmov v submerznih kultivacijah je predmet posebnega 
pomena, predvsem zaradi vpliva, ki ga ima na produktivnost procesa. Glavna skupna 
značilnost filamentoznih mikroorganizmov je njihov polariziran vzorec rasti v obliki 
filamentov imenovanih hife. Rast hife je posledica odlaganja in vstavljanja snovi in surovin za 
izgradnjo membrane in celične stene na določeno mesto na celični površini, kjer se izoblikuje 
konica hife. Encimi in prekurzorji, ki so v rastoči konici potrebni za sintezo novega materiala, 
se nahajajo v veziklih, ki so na rastoči pol celice prenešeni preko citoskeletnega omrežja 
(McIntyre in sod., 2001). Nove konice izraščajo iz glavne hife in tvorijo veje. S prepletanjem 
hif nastaja micelij, katerega gostota je v veliki meri odvisna od hitrosti razraščanja vej. 
Morfološka oblika micelija je določena preko mehanizmov, ki regulirajo polarnost in smer 
rasti hife ter frekvenco s katero se vejijo (Žnidaršič in Pavko, 2001). Micelijsko rast 
filamentoznih gliv lahko opisujemo z mikro- in makroskopsko morfologijo (Wucherpfennig 




Mikroskopska morfologija zajema strukturo celične stene hife, raztezanje konice, formiranje 
septuma in razvejanje. Rigidna celična stena gliv je ključna, da celica vzdrži notranji osmotski 
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pritisk in zadrži obliko in trdnost. Variacije kultivacijskih pogojev vodijo v spreminjanje 
celične stene in spremembe v morfologiji rasti, kot posledice aktivacije signalnih poti za 
izgradnjo celične stene. Po aktivaciji spor, ob ustrezni oskrbi s hranivi, se spore začnejo širiti 
na izotropen način, nakar se pojavi enojni kalitveni izrastek cevne oblike. Rast hif je močno 
polarizirana z linearnim raztezanjem na konici hife. Po začetni pospešeni fazi, hifa nadaljuje 
rast z maksimalno hitrostjo rasti, ob čemer je transport veziklov iz pod-apikalnih celic do 
konice hife z omejeno hitrostjo verjetno limitirajoči dejavnik raztezanja. Z nadaljnjim 
podaljševanjem se tvorijo nove septe in apikalni predelek postane subapikalni, medtem ko se 
subapikalni pretvori v hifni predelek. Zaradi akumulacije in viška transportnih veziklov, ki ne 
morejo preko septe, se pojavi razvejitev v subapikalni regiji. Hifna regija je močno 
vakuolizirana in ni udeležena pri rasti glive. S staranjem celic se vakuolizacija poveča in 
postopno nastopi avtoliza. Diferenciacija hifnih celic v predelke z različnimi metabolnimi 
aktivnostmi  vodi do proizvodnje sekundarnih metabolitov v delih hife, ki niso več udeleženi 
pri rasti, medtem ko so proteini, povezani z rastjo, sintetizirani v aktivnih predelkih.  
 
S procesi podaljševanja, septacije in razvejanja je določena mikroskopska morfologija 
micelija. Lahko jo karakteriziramo z naslednjimi parametri: skupna dolžina hif Lhyphae (µm), 
ki je vsota vseh posameznih dolžin hif v miceliju; Lhyphae=∑Li, premer hifnega elementa 
dhyphae (µm); število konic n(-); hitrost podaljševanja konice qtip (µm h
-1





) posamezne hife. Čeprav podaljševanje vsake posamezne hife poteka 
s konstantno hitrostjo in je torej linearno, se pri skupnem miceliju pokaže eksponentna rast s 
konstantno specifično hitrostjo rasti µhyphae (h
-1
) v kolikor ni limitacije s substratom 
 Lhyphae
  
         Lhyphae         ... (1) 
Pomembno povezavo med rastjo konic in vejenjem hif pa predstavlja enota rasti hife HGU 
(µm). HGU je bila predstavljena s strani Caldwell-a in Trinci-ja (1973) kot razmerje med 
skupno dolžino hif in številom konic in predstavlja dolžino hifnega elementa med dvema 
točkama razvejitve (Krull in sod., 2013). Prikaže povezavo med raztezanjem in razvejanjem: 
     
Lhyphae    
     
 ... (2) 
Nizka vrednost HGU nakazuje na povečano število rastočih konic v miceliju. To je lahko v 
industrijskih proizvodnih procesih pomembno, saj izločanje primarnih metabolitov poteka v 




Makromorfologija, ki jo prepoznavamo in ločujemo po velikosti in obliki rasti gojene kulture, 
je rezultat mikromorfoloških dogodkov. Nadziranje morfološke oblike mikroorganizmov ima 
izjemen pomen, če želimo optimalno izrabiti produkcijski potencial v bioprocesu (Papagianni, 
2004). Micelije, ki se razvijejo v stabilne in sferične plavajoče kolonije in vsebujejo bolj ali 
manj gosto, razvejano in prepleteno omrežje hif označujemo kot pelete. Preko njih so lahko 
dosežene znatne izboljšave v reologiji kulture in nižje porabe moči. Peleti so lahko rahle ali 
kompaktne strukture, kar definira njihovo stabilnost na strižne sile in zmožnost prenosa snovi 
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znotraj skupka. Pogosto je ta oblika rasti zaželjena v industrijskih kultivacijah in zaključnih 
procesih zaradi nižje viskoznosti brozge. Po drugi strani pa je lahko rastna oblika prosto 
razpršenih micelijev v submerznih kulturah tudi prednost, saj mnogokrat pomeni izboljšano 
rast kulture in produktivnost procesa. Pri tovrstni rasti se poveča viskoznost, kar se odraža v 
temperaturnih in koncentracijskih gradientih zaradi limitacije prenosa toplote in snovi 
(Walisko in sod., 2015). Pogosto zasledimo tudi vmesno obliko rasti, pri kateri gre za preplet 
hif veliko manjše gostote in različnih oblik ter velikosti v primerjavi s peleti. To morfološko 
obliko označujemo kot grudice ali šopi (»clumps«).  
 
Opisani so bili trije različni mehanizmi tvorbe peletov. Koagulativni tip prevladuje na začetku 
kultivacije, ko številne spore agregirajo in tvorijo pelet, ki je posledica kalitve majhnega dela 
koaguliranih spor. O nekoagulativnem tipu govorimo, ko pelet izvira iz posamezne spore, 
medtem ko je tip združevanja hifnih elementov posledica tvorbe rahlih aglomeratov iz že 
kaljenih hifnih elementov, ki se nato preoblikujejo v pelet. Grimm in sod. (2004) so podrobno 
preučili proces agregacije s pomočjo »inline« analizatorja velikosti delcev (FBRM D600L, 
Lasentec, USA). Tvorbo peletov s koagulacijo spor so opisali kot dvostopenjski mehanizem 
(Slika 2), ki je močno odvisen od pH vrednosti in pogojev mešanja znotraj bioreaktorja. 
 
 
Slika 2: Agregacijski model za koagulativne filamentozne mikroorganizme (Grimm in sod., 2004: 217) 
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Na začetku kultivacije, takoj po inokulaciji, spore agregirajo, dokler ni doseženo ravnovesno 
stanje med združevanjem in razpadom skupkov konidijev. Ravnovesno stanje se poruši ob 
kalitvi konidijev. Kalitev in začetna rast hif posledično povečata površino hif, kamor se 
prilepljajo konidiji, in sproži se drugi korak združevanja. Ta vodi v znižanje skupne 
koncentracije delcev. Tekom drugega koraka se dodatne spore pritrdijo na kaleče konidije in 
hifne elemente skupkov, kar v nadaljnjih stopnjah kultivacije privede do nastanka peletov. 
Peleti rastejo eksponentno s konstantno specifično hitrostjo rasti, dokler ni dosežen kritični 
radij, ki ga določa omejen prenos snovi v notranjost peleta in posledično pomanjkanje hraniv 
v jedru peleta. Kritični radij rcrit označuje točko, pri kateri se pojavi difuzijska omejitev v 
notranjem delu peleta, in je podan kot razmerje oskrbe s hranivi preko difuzije in porabe:  
        
           








), cs je koncentracija hraniva na 
površini peleta (mol m
-3
), ρpel je gostota peleta (kg m
-3





). Pogosto je kisik omejitveni dejavnik, ki določa kritični radij velikosti od 
50 do 200 µm, odvisno od gostote peleta. Čeprav so puhasti peleti nizke gostote z rahlo 
strukturo penetrirani s kisikom, pa običajno kažejo nižje produktivnosti kot gosti peleti radija 
med 150 in 200 µm. Brez limitacije s substratom, peleti rastejo eksponentno. Če pa peletna 
rast preseže kritični radij rcrit se večina hraniv porablja v zunanji aktivni plasti peleta z 
debelino     
                 ... (4) 
V peletih, ki presegajo kritični radij je nadaljnja rast torej omejena na aktivno plast Δr (Slika 
3). Ob predvideni konstantni rasti v aktivnem sloju in homogeni, sferični peletni strukturi, 
lahko izpeljemo enačbo zakona »kubičnega korena« za peletno rast:  
      
   
            
   
 ... (5) 
Xpelet je koncentracija biomase peletov (kg m
-3
); Xpelet,0 je koncentracija biomase peletov ob 






) pa je od seva odvisna rasna konstanta, ki jo določajo 
debelina rastne cone Δr, gostota peleta ρpel, koncentracija peletov N (m
-3
) kot tudi specifična 
hitrost rasti micelija. Z napredujočo eksponentno in neomejeno rastjo v periferni plasti, se 
notranja plast, kjer je prisotna omejitev s kisikom, poveča, pojavi pa se tudi avtoliza. 
Nastajajo peleti z votlim jedrom. Celoten snovni prenos v pelete definirajo trije ključni 
procesi: prenos snovi od raztopine do površine peleta, prenos snovi znotraj skupka in hitrost 
porabe hraniv znotraj peleta. Vsak od navedenih procesov lahko predstavlja limitni korak in 
omejuje produktivnost peleta (Wucherpfennig in sod., 2010). 
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Slika 3: Skica peleta, ki prikazuje kritični radij in aktivno cono. C02 predstavlja koncentracijo hraniva. 
(Wucherpfennig in sod., 2010: 100) 
Močne lokalne strižne sile, prisotne predvsem v regijah v bližini mešal, lahko presežejo 
natezno trdnost hif, kar se odraža v njihovi fragmentaciji. Novonastale konice hif ne rastejo, 
za razliko od aktivno rastočih konic, tvorjenih z razvejanjem. Fleksibilnost hif, ki vpliva na 
stopnjo fragmentacije, lahko variira zaradi sprememb v zgradbi celične stene, vzorca vejenja 
ali turgorskega tlaka v celicah. Sporulacija, ki predstavlja konec razvojnega cikla gliv, je 
redko dosežena tekom submerzne kultivacije, predvsem zaradi relativno dobre oskrbe s 
hranivi. Eksperimenti v kemostatu so nakazali, da je glavni sprožilec sporulacije limitacija z 
dušikom, zato je bila opažena predvsem pri nizki specifični hitrosti rasti. pH vrednost medija 
se je izkazala za pomemben dejavnik pri koagulaciji spor, saj vpliva na površinske lastnosti 
spor. Tudi močno mešanje ni ugodno za koagulativno tvorbo peletov. Tipični pelet je 
sestavljen iz treh regij: aktivne regije v zunanjem sloju, nerastoči del micelijske biomase in 
votli center. Številni matematični modeli rasti v obliki peletov so bili predlagani in izpeljani. 
Dobro znana je povezava »kubičnega korena« med skupno peletno biomaso in kultivacijskim 
časom. Mešanje lahko poškoduje pelete ravnotako kot poškoduje posamezne hife. Strižne sile 
lahko povzročijo nastanek fragmentov hif, ki se odcepijo s površine peleta, ali pa se zgodi 
popoln razpad peleta, predvsem v primeru votlih in deloma avtoliziranih skupkov. Pogoji 
gojenja imajo velik vpliv na porazdelitev velikosti peletov in njihovo strukturno gostoto, ki 
variira vzdolž radija. Z gostoto peleta varira tudi koeficient difuzije. Povečan transport s 
konvekcijo se odvija na zunanjem, redkem delu peleta, oviran pa je v notranjih in kompaktnih 
regijah (Žnidaršič in Pavko, 2001). Morfologija filamentoznih gliv, ki se razvijajo v 
kateremkoli fermentacijskem sistemu, je lahko smatrana kot končni odraz med seboj odvisnih 
vplivov, torej ravnovesje med silami kohezije in razpada (Papagianni, 2004). 
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3 KARAKTERIZACIJA MORFOLOGIJE 
 
Napredki pri analizi delcev in slikovni analizi ter pri razvoju mikromehanskih merilnih naprav 
so zagotovili izboljšane kvantitativne morfološke podatke. Širok portfelj tehnik tako omogoča 
analize na različnih nivojih delcev – mikroskopski in makroskopski nivo ter nivo procesa. 
 
3.1 KARAKTERIZACIJA DELCEV NA MIKROSKOPSKI RAVNI 
 
Karakterizacija glivne mikroskopske morfologije se prične z inokulumom spor, tipično 
začetno točko industrijske posevne kulture v produkcijskem procesu. Slabe posevne kulture se 
bodo odrazile v neoptimalnem procesu. Fluorescentno slikanje obstojnosti (FLIM) 
(preučevanje fluorescenčne obstojnosti melanina, prostega in proteinsko vezanega 
NAD(P)H), mikroskopija atomske sile (AFM)  (adhezijske sile in lokalne mehanske lastnosti, 
Young-ov modul) in preiskovanje površine spor z merjenjem Zeta potenciala (elektrostatske 
značilnosti spor in agregatov) ter kontaktnega kota (površinska hidrofobnost, adhezijska 
energija) so močno prispevali k trenutnemu znanju o lastnostih spor (Krull in sod., 2013). 
 
3.2 KARAKTERIZACIJA DELCEV NA MAKROSKOPSKI RAVNI 
 
Slikovna analiza je bila razvita kot hitra in natančna metoda za kvantitativno morfološko 
karakterizacijo, saj so lahko parametri opazovanega objekta, kot so velikost, število, oblika, 
struktura in gostota, na ta način enostavno pridobljeni. Tako lahko ocenimo kalitev spor, 
dolžino in premer hif, število vej, diferenciacijo (na mikroravni), kot tud gladkost ali 
razraščenost peletov ter prisotnost in velikost praznega jedra (na makroravni). Dve glavni 
komponenti, strojna in programska oprema, sta nujni za sistem slikovne analize. Strojna 
oprema tipičnega sistema se lahko razdeli na štiri skupine komponent: primarni vir slike, kot 
so mikroskop, povečevalo ali fotoaparat; naprava za zajem kot je skener ali barvna 
videokamera; dodatna oprema, kot so osvetlitev ali regulatorji fokusa; sistem za procesiranje 
slik kot sta osebni računalnik ali delovna postaja. Pri uporabi slikovne analize so značilni 
naslednji koraki: zajem slike, procesiranje sive lestvice, detekcija objekta, binarno 
procesiranje slike, obdelava slike, meritve in kalkulacije ter analiza podatkov (Žnidaršič in 
Pavko, 2001).  
 
Digitalni sistem slikovne analize danes predstavlja najsodobnejšo metodo za določitev 
apikalne rasti, septacije in vejenja pri morfologiji micelija in peletov. Mnoge študije so 
kvantificirale pelete na podlagi njihove velikosti in značilnosti filamentoznega prepleta, 
medtem ko so se druge osredotočile na visoko-prepustnostno kvantifikacijo suspenzijskih 
peletov in skupkov z nizko ločljivostjo meritve. Danes so te meritve dobro podkrepljene s 
priročnimi platformami programske opreme. Predvsem prosto-dostopni odprtokodni program 
Image J kaže svojo uporabnost. Nov razvoj metod celo omogoča določitev brezdimenzijskih 
morfoloških števil (MN), ki zajemajo določene morfološke parametre, kot so projecirana 
površina, trdnost, maksimalni premer in simetrija peleta, s čimer je omogočena celovita 
karakterizacija glivne morfologije, ki je tesno povezana s produktivnostjo (Slika 4) 
(Wucherpfennig in sod., 2011). 
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Slika 4: Povezava specifične produktivnosti in glivne morfologije ocenjene z morfološkim številom MN pri 
produkciji fruktofuranozidaze z A. niger (Krull in sod., 2013: 117) 
V trenutnih študijah se slikovna analiza filamentozne morfologije pogosto izvaja z uporabo 
programskih paketov Image-ProPlus (Media Cybernetics) ali s programsko opremo 
slikovnega analizatorja podjetja Matrox Electronic Systems in opremo AxioVision (Carl 
Zeiss) (Wucherpfennig in sod., 2010). Druge metode, ki se uporabljajo pri makroskopski 
analizi filamentov predstavljajo:  merjenje odbojnosti usmerjenega žarka (FBRM), tehnika 
laserske difrakcije, mikroelektrodna tehnika (koncentracija kisika, difuzijski koeficient, 
globina penetracije kisika), konfokalna mikroskopija z laserskim skeniranjem (CLSM), 
pretočna citometrija, reološka tehnika in razrez peletov s sedimentacijo (Krull in sod., 2013). 
 
3.3 KARAKTERIZACIJA NA PROCESNI RAVNI 
 
Na procesni ravni je ključnega  pomena identifikacija in kvantifikacija mehanskih vplivov, ki 
določajo morfologijo ter so predmet preučevanja preko numeričnih simulacij in modeliranja. 
Geometrija reaktorja, velikost in oblika mešala, stopnja zračenja in vnešena energija so glavni 
kriteriji povezani z dinamiko tekočine, ki vplivajo na morfologijo. Strižne sile na delce pri 
različnih vrstah bioreaktorjev, pod različnimi volumetričnimi vnosi moči in mešali različnih 
tipov in geometrij, je podrobno preučil Henzler (2000). Za mešalne bioreaktorje lahko strižne 
sile, ki jih povzorčijo različna mešala, napovemo s pomočjo geometrične povezave, izpeljane 
iz eksperimentalnih kinetik razpada delcev. Mešala z večjim premerom lopatic glede na 
dimenzije reaktorja proizvajajo manjše strižne sile, zaradi bolj enakomernega vnosa moči, v 
primerjavi z majhnimi mešali z naklonskimi lopaticami, ki ustvarjajo aksialni tok. Za 
pridobitev  podrobnih podatkov o parametrih, ki prispevajo k razumevanju polja strižnih sil in 
s tem velikosti mehanskega stresa na mikroorganizem, pa potrebujemo kompleksne metode, 
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kot so računalniške simulacije dinamike tekočin (CFD) (Eslahpazir in sod., 2011). Glavna 
prednost CFD je, da simulacije lahko izvajamo le s pomočjo računalnikov, kar omogoča 
veliko fleksibilnost, saj lahko opišemo zelo različne geometrije in kultivacijske pogoje. V 
CFD izračune lahko vključujemo opise morfoloških sprememb filamentoznih gliv, preko npr. 
populacijskih modelov, s katerimi opisujemo spreminjanje morfoloških značilnosti (npr. 
premer peleta) s časom (Krull in sod., 2013). 
 
4 VPLIV PROCESNIH PARAMETROV NA MORFOLOGIJO 
 
Razumevanje kompleksnih medsebojnih povezav med morfologijo in pogoji v bioreaktorju je 
osnova za uspešno načrtovanje bioprocesa. Iz inženirskega stališča je predvsem pomemben 
vpliv morfologije na reološke lastnosti medija. Zato je pri zasnovi bioprocesa nujno 




Med dejavniki, ki določajo morfologijo in potek glivnih fermentacij, so ključnega pomena 
količina, tip (spore ali vegetativni) in starost inokuluma. Tehnike slikovne analize omogočajo 
kvantitativni opis morfologije in s tem bolj sistematične študije o vplivu inokuluma 
(Papagianni, 2004). Velik pomen količine inokuluma pri fermentaciji P. chrysogenum je 
pokazal Nielsen s sod. (1995). Pri nizki koncentraciji inokuluma se pojavijo majhni peleti, pri 
srednji koncentraciji veliki peleti, pri visoki koncentraciji pa micelijska rast. Grimm in sod. 
(2004) so preučevali vpliv koncentracije spor na hitrost njihovega združevanja. Rezultati so 
pokazali, da se hitrost agregacije povečuje s povečanim številom spor, dokler ni dosežena 




. Poleg tega sta pri visokih koncentracijah konidijev 
upočasnjena kalitev in rast hif. V podobni raziskavi so pokazali zmanjšanje velikosti peletov z 





pojavi prosti micelij (Xu in sod., 2000). Primerljive rezultate sta pridobila tudi Papagianni in 
Mattey (2006) z glivo A. niger. Ta parameter je specifično precej odvisen od izbire seva 
(Krull in sod., 2013). Ustrezna časovna točka prenosa kulture iz kalilnega reaktorja do 
produkcijskega reaktorja po uspešni kalitvi je ravnotako pomembna kot kvaliteta inokuluma. 
Pomembne informacije lahko pridobimo tudi s pomočjo različnih on-line meritev kot so 
tvorba ogljikovega dioksida, fluorescentna spektroskopija, merjenje motnosti in 
spektorskopija blizu infrardečega območja (Posch in sod., 2013). 
 
4.2 SESTAVA MEDIJA 
 
Mediji, ki se uporabljajo pri submerznih industrijskih fermentacijah favorizirajo tako rast kot 
tudi tvorbo produktov z velikimi donosi. Konidialne glive potrebujejo za svojo rast vodo, 
kisik, organski vir ogljika in energije, vir dušika in številne druge elemente. Vsaj 13 
elementov je potrebnih za rast: kisik, ogljik, vodik, dušik, fosfor, kalij, žveplo, magnezij, 
mangan, železo, cink, baker in molibden. Pri antibiotičnih fermentacijah mediji vsebujejo 
prekurzorje, ki zvišajo donos antibiotika, kot v primeru penicilina. Trdne snovi v tekočem 
substratu v mnogih primerih inducirajo nastajanje peletov. V industrijskih procesih se zaradi 
čim nižjih proizvodnih stroškov pogosto uporabljajo kompleksni mediji s trdnim substratom, 
kot so naprimer pšenični otrobi. Tudi oblika virov ogljika, dušika in fosforja vpliva na 
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morfologijo filamentov, predvsem preko specifične hitrosti rasti in stopnje razvejanja, vendar 
pa so vplivi specifični za posamezen mikroorganizem. Med faktorji, za katere se smatra, da 
inducirajo peletno rast je tudi limitacija z določenimi hranivi, pogosto z dušikom. Na drugi 
strani pa dejavniki, ki povzročajo visoko hitrost rasti, kot je npr. visoka koncentracija fosfata, 
zmanjšujejo tvorbo peletov (Papagianni, 2004). Večina ustaljenih industrijskih procesov s 
filamentoznimi glivami uporablja kemijsko nedefinirane medije. Glavni prednosti teh 
kompleksnih medijev sta bogata raznolikost spojin in nizka cena. Vendar pa lahko različne 
šarže medijev pogosto povzročajo velike variacije pri proizvodni učinkovitosti. Poznamo dve 
strategiji, da variabilnost minimaliziramo: lahko karakteriziramo kompleksne surove 
materiale in ukrepamo glede na variacije ali pa preidemo na definirana gojišča (Posch in sod., 
2013). Poleg glavnih komponent so za rast gliv nujne nekatere esencialne kovine. Intenzivno 
so preučili predvsem vpliv kovin v sledovih na rast in proizvodnjo citronske kisline pri A. 
niger. Za cink, mangan, baker, železo, težke kovine in alkalne kovine je bilo dokazano, da 
vplivajo tako na glivno morfologijo kot na produkcijo citronske kisline (Papagianni 2004). 
Znano je, da na morfologijo gliv vpliva tudi dodatek ionov; polikationi povečajo peletno rast 
medtem ko jo polianioni zavirajo, kar vodi do zaključka, da ioni vplivajo na aglomeracijsko 
vedenje naravno nabitih celičnih sten. Dokazano je bilo tudi, da osmotski pritisk, torej 
dodatek NaCl, poveča produktivnost in vpliva na morfologijo pri A. niger. Višja 
produktivnost pri visokih koncentracijah NaCl je povezana z večjo aktivno površino peletov 
(Walisko in sod., 2015).  
 
Številne raziskave so pokazale, da ni direktne korelacije med koncentracijo raztopljenega 
kisika (DO) in morofologijo, ampak je ta povezava odvisna od vrste mikroorganizma, ki ga 
gojimo (Papagianni, 2004).  Cui in sod. (1998) so ugotovili, da je gostota peletov odvisna od 
DO. Višja DO vodi do nastanka gostejših peletov, lahko pa pride tudi do zmanjšanja ali celo 
prenehanja rasti pri visoki koncentraciji (Olsvik in Kristiansen, 1994). Večji vpliv na samo 
morfologijo ima koncentracija raztopljenega CO2. V raziskavah se je pokazalo, da povišana 
koncentracija lahko povzroči, da normalne in zdrave hife postanejo dolge, tanke in razpršene, 
verjetno zaradi dejstva, da povišana stopnja CO2 vpliva na membranski transport in pH v 
celicah. McIntyre in McNeil (1997) sta preučevala vplive CO2 na morfologijo, rast in 
proizvodnjo citronske kisline pri A. niger in podala kvantitativne rezultate o morfoloških 
spremembah z uporabo slikovne analize. Povišana koncentracija CO2 je bila povezana z 
znižanjem biomase in koncentracije citronske kisline, zmanjšano porabo substrata in 
morfološkimi spremembami.  Tudi zvišana vrednost enote rasti hife HGU, povprečna dolžina 
hif in povprečna dolžina razvejanja so bile opisane pri povečanju koncentracije CO2 v 
vstopnem plinu. 
 
4.3 pH VREDNOST 
 
pH vrednost medija ima izjemen vpliv na agregacijo spor, še posebej na začetku kultivacije, 
in zato pogosto določa končno morfologijo (Wucherpfennig in sod., 2010). Povezanost med 
pH vrednostjo in rastjo lahko iščemo pri vplivu na prenos hraniv in njihovo topnost, hitrost 
encimskih reakcij in površinskih pojavih. Konidialne glive lahko rastejo v širokem razponu 
pH vrednosti. Najbolj tolerantne so v območju med pH 4 in 9, z optimumom blizu nevtralne 
vrednosti. Tudi tvorba peletov je močno odvisna od pH vrednosti. V splošnem se tendenca 
micelija, da tvori pelete zvišuje z naraščanjem pH vrednosti kulture. Carlsen in sod. (1995), ki 
so izvajali šaržne kultivacije z A. oryzae v mešalnem reaktorju, so pri vrednostih pH pod 2.5 
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opazovali močno vakuoliziran micelij s slabo rastjo. Pri pH 3.0-3.5 so poročali o prosto 
razpršenih hifnih elementih, medtem ko se je pri pH 4.0-5.0 že pojavila peletna rast. Pri pH 
vrednostih nad 6.0 so bili opaženi zgolj peleti, njihova velikost pa se je večala z naraščanjem 
pH vrednosti. V podobni raziskavi z A. niger so pokazali, da je agregacija spor močno 
odvisna od pH vrednosti, največja hitrost agregacije je bila pri pH 4. Zato je bilo tudi število 
peletov pri pH 4 večje kot pri pH vrednosti 7 (Grimm in sod., 2005). Vendar pa obstaja 
omejitev pri nadziranju morfologije s pH vrednostjo, saj lahko pri ekstremnih pH vrednostih 




Temperatura je parameter okolja, ki ga je enostavno nadzirati, in ima velik vpliv na mnoge 
procese v bioreaktorju. Raziskave so pokazale, da temperatura vpliva na specifično hitrost 
rasti, dolžino hifne rastne enote in debelino stene (Carlsen in sod., 1995; Miles in Trinci, 
1983). Tudi tvorba peletov je močno odvisna od temperature. Pogosto, znižanje temperature 
inducira peletno rast mikroorganizma. Med drugimi je to preučil tudi Schügerl s sod. (1998) 
na produkciji ksilanaze z A. awamori. S testi v Erlenmajericah na stresalniku je bila pri 25°C 
rast izključno peletna, pri 30°C je bila rast filamentozna pri 35°C pa so se tvorili šopi. 
 
4.5 MEŠANJE IN PREZRAČEVANJE 
 
Mešanje je ena najbolj pomembnih in hkrati nujnih operacij v bioprocesništvu, njen namen pa 
je zagotovitev homogenih pogojev v bioreaktorju. Mešanje izvajamo navadno z mešalom, ki 
ustvarja turbulentni tok, lahko pa tudi z obvodno črpalko pri »jet loop« bioreaktorjih ali 
preprosto z dodajanjem plina preko prezračevalnih sistemov pri kolonah z mehurčki in 
»airlift« bioreaktorjih (Žnidaršič in Pavko, 2001). Pri velikih fermentorjih postanejo gradienti 
prenosa snovi pomembni in lahko vplivajo na rast micelija in tvorbo produkta. Mešanje 
ustvarja strižne sile, ki lahko povzročijo različne tipe sprememb pri mikroorganizmu; 
poškodbe celične stene, morfološke spremembe, kot tudi spremembe pri hitrosti rasti in 
nastanku produkta (Papagianni, 2004). Visoke hitrosti mešanja, ki so potrebne za optimalni 
prenos snovi, vodijo do močnih strižnih sil. To lahko povzroča fragmentacijo micelija, kar 
povečuje količino prostih filamentov in s tem tudi viskoznost. Pri izdelavi matematičnih 
modelov za fragmentacijo micelija morajo biti upoštevani tako izračuni trdnosti hif kot tudi 
mehanskih sil, ki delujejo na micelij zaradi turbulentnega toka, zato je pomembno poznavanje 
vnosa energije preko mešala in prezračevanja (Posch in sod., 2013).  
 
Hidrodinamični pogoji vplivajo na peletno rast na treh nivojih: vpliv vrtincev na pelete, trki 
med peleti in mešalom ali pregradami ter medsebojni trki peletov. Sile, ki delujejo v teh 
primerih lahko odtrgajo posamezne hife ali povzročijo popoln razpad peleta. Da natančno 
opišemo bioproces moramo v matematične modele vključiti vpliv strižnih sil na morfologijo, 
reologijo in produktivnost. Povprečni vnos energije, ki je lahko dostopni parameter, se 
uporablja za opis dinamike tekočin in reologije. Ta parameter pa je odvisen od postavitve 
eksperimenta in je zato neprenosljiv preko različnh modelov. V celostni matematični model 
morajo biti vključeni prenosljivi parametri, ki sile opišejo neodvisno od kultivacijskih 
pogojev. Strižne sile so neenakomerno razporejene znotraj bioreaktorja, zato je ključno 
poznavanje njihovih maksimalnih vrednosti pri opisu reologije v bioreaktorju (Posch in sod., 
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2013). Poškodbe na mikroorganizmih pri mešalnih fermentorjih so predvsem odraz nenadnih 
nihanj tlaka okoli lopatic in strižnih sil na konicah lopatic pri Rushtonovih ali drugih mešalih. 
Miceliji in skupki, ki so izpostavljeni področjem z visoko stopnjo razsipanja energije okoli 
mešala, so po poškodbah zmožni obnove. Ni nujno, da izpostavljenost visokim strižnim silam 
povzroči nenadno poškodbo, ampak se le ta lahko pojavi postopoma zaradi stresa. Za vsako 
posamezno kulturo obstajajo optimalni pogoji mešanja, ki so deloma odvisni od odpornosti 
hif na mehanični stres in njihovega fiziološkega stanja (Papagianni, 2004).  
 
Poleg vnosa moči, so posebno pomemben dejavnik, ki vpliva na reologijo, tudi geometrijski 
parametri mešala, kot je razmerje med premerom mešala in premerom posode, razmerje med 
višino lopatic in premerom mešala, število lopatic in naklon lopatic. Poleg fragmentacije hif 
se tudi sproščanje znotrajceličnega materiala v fermentacijsko brozgo, kot posledica 
sprememb  v strukturi celične membrane in stene in njuni prepustnosti, pripisuje mehanskim 
silam (Papagianni, 2004). Uhajanje nizkomolekularnih nukleotidov je pogost pojav pri 
filamentih, ki jih gojimo v mešalnem bioreaktorju. Hitrost sproščanja snovi iz celice kaže 
dobro povezavo s stanjem kulture, starostjo micelija, viskoznostjo brozge, Reynoldsovim 
številom, vnosom moči in hitrostjo konice impelerja (Wucherpfennig in sod., 2010). V 
študijah s P. chrysogenum so Metz in sod. (1981) pokazali, da se dolžina fragmentov hif 
zmanjšuje z naraščajočim vnosom moči na enoto mase v reaktorju, saj pogosteje prihaja do 
raztrganja hif, katere postanejo tudi debelejše in močno razvejane. V podobni raziskavi je 
visoka hitrost mešala povzročila zmanjšano združevanje hifnih elementov v skupke in znižala 
tako premer peletov kot njihovo koncentracijo (Nielsen in sod., 1995). Iz številnih poročil je 
jasno, da je velikost peletov močno odvisna od hitrosti mešanja, ki ga izvajamo pri kultivaciji. 
Močno mešanje se izraža v manjših in bolj kompaktnih peletih. Veliki peleti, katerih velikost 
presega kritično mejo, ob prisotnosti močnih sil razpadejo (Papagianni, 2004). 
 
5 POVEZAVA MED MORFOLOGIJO IN PRODUKTIVNOSTJO 
 
Ker morfološka oblika rasti vpliva na reološke lastnosti in posledično prenos toplote in snovi, 
spremembe v makromorfologiji močno vplivajo na prenos hraniv in metabolitov v in izven hif 
na mikroskopski ravni. Posledica tega je celična diferenciacija v smislu sprememb 
metaboličnih poti. Če upoštevamo prehod iz primarnega v sekundarni metabolizem kot 
posledico celične diferenciacije, potem lahko pričakujemo tesno povezavo med morfološko 
obliko in produkcijo metabolitov. Znano je, da je za formacijo nekaterih metabolitov 
(predvsem sekundarnih) potrebna specifična morfologija: peletna rast je prednostna in 
industrijsko uvedena za produkcijo itakonske kisline z Aspergillus terreus, citronske kisline z 
A. niger in za nekatere glivne encime kot naprimer celulolitične encime s Trichoderma ressei, 
poligalakturonidaze z A. niger. Medtem ko je filamentozna rast zaželjena pri sintezi 
pektinskih encimov z A. niger in produkciji fumarinske kisline z Rhizopus arrhizus. 
Raziskave na področju izločanja proteinov pri filamentoznih glivah so pokazale tesno 
povezavo izločanja primarnih produktov s procesom rasti konice hife, kar nakazuje na 
pomembnost morfologije pri produkciji številnih, komercialno zanimivih ekstracelularnih 
encimov in rekombinantnih proteinov. Z nadzorom morfološke oblike z namenom, da 
razvijemo več konic, preko povečane frekvence razvejanja, bi v tem smislu izboljšali 
produktivnost micelija. Preučevanje kultivacijskih pogojev, ki vodijo do visokega donosa 
gama-linolenske kisline z mutantom Morterella ramanniana, je razkrilo boljšo akumulacijo 
lipidov z visoko vsebnostjo gama-linolenske kisline pri peletni rasti kot pri filametnozni 
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obliki rasti (Hiruta in sod., 1996). Poleg povezave med glavnimi morfološkimi tipi in 
metabolitno produkcijo, pa obstajajo tudi številna poročila o povezavi med strukturo in 
velikostjo peletov ter njihovo aktivnostjo. Lastnost je povezana z difuzijo in reakcijami v 
micelijskih skupkih z različnimi lastnostmi. To odseva kompleksno notranjo povezavo med 
omejitvami prenosa (vezano na velikost in strukturo micelijskih prepletov) in premikov v 
metabolizmu ob odzivu na mikrookolje (Žnidaršič in Pavko, 2001). Študije z analizo genske 
ekspresije so pokazale, da je RNA sestava osrednjih in robnih območij v kolonijah na plošči 
različna. Nadaljnje študije so pokazale, da se skupna količina RNA v celici hife poveča za 
približno 50x v zunanji plasti peleta v primerjavi s celicami v njegovem jedru (Walisko in 
sod., 2015). 
 
6 REOLOGIJA PRI FILAMENTOZNIH PROCESIH 
 
Reološke značilnosti fermentacijskih brozg s filamentoznimi mikroorganizmi se močno 
razlikujejo od brozg pri ostalih industrijskih procesih zaradi kompleksne morfologije, ki 
vpliva na viskoznost. Reološke lastnosti običajno določata koncentracija biomase in 
morfološka oblike micelija. Spremenjene lastnostih brozge pa vplivajo na hidrodinamične 
lastnosti bioreaktorja, vključno z mešanjem in prenosom snovi. Učinkovitost in produktivnost 
celotnega procesa sta odvisni od teh lastnosti. V splošnem je rast v obliki prostega micelija 
tista, ki bolj zvišuje viskoznost v primerjavi s peletno rastjo. Čeprav so peletne brozge lahko 
newtonske, z nizko viskoznostjo in je ločevanje biomase od fermentacijske brozge 
ekonomično, pa se, kot je že bilo omenjeno, problemi pojavijo pri prenosu hraniv v peletno 
jedro, kar znižuje produktivnost. V večini industrijskih procesov zato prevladujejo razpršene 
oblike rasti (Papagianni, 2004). Vendar pa tovrstne brozge običajno kažejo ne-newtonske 
reološke značilnosti. Majhne spremembe v koncentraciji biomase lahko vodijo do velikega 
dviga viskoznosti. Takšna značilnost brozge naj bi bila posledica prepletanja hif, saj 
filamentozni organizmi ob rasti oblikujejo tri-dimenzionalna omrežja. Močno razvejani 
miceliji ki nastanejo spremenijo lastnosti brozge iz sprva newtonske v ne-newtonsko obliko. 
Mnogo bolj viskozna brozga vodi do nastanka heterogenih, mirujočih in nepremešanih con, 
kar povzroča težave pri gojenju in znižuje ekonomičnost procesa (Wucherpfennig in sod., 
2010). V kolikor ni neposredne povezave med morfologijo in produktivnostjo, je peletna rast 
bolj zaželjena (Posch in sod., 2013). Mehanika tekočine je lahko definirana preko reševanja 
seta konstitutivnih enačb, vključno z reološkim modelom. Newton-ov zakon je najpreprostejši 
reološki model.  Tu je viskoznost definirana kot razmerje med uvedeno strižno napetostjo in 
gibanjem tekočine, definiranim kot strižno hitrostjo 





kjer je η viskoznost (N m
-2
 s), τ je strižna napetost (N m
-2
) in   strižna hitrost (s-1). Viskoznost 
newtonske tekočine je neodvisna od strižne hitrosti. Za ne-newtonske tekočine pa je to 
razmerje bolj kompleksno. Brozge pri fermentacijah s prostim micelijem imajo v splošnem 
ne-newtonske reološke značilnosti in kažejo psevdoplastično vedenje. Pri tovrstnih tekočinah 
se viskoznost niža z naraščajočo strižno hitrostjo (Olsvik in Kristiansen, 1994). Štirje 
matematični modeli, ki so pogosto uporabljeni za opis viskoznosti pri filamentih so prikazani 
v preglednici 1. 
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Preglednica 1: Reološki modeli, ki se uporabljajo pri opisu kultivacijskih brozg (citirano po Wucherpfennig in 
sod, 2010: 105) 
Avtor modela Enačba modela 
Bingham          
Casson         
          
Herschel-Bulkley         
  
Ostwald-De Waele (»Power-law«)       
   je meja plastičnosti (N m
-2
), η je viskoznost (N m
-2
 s),    strižna hitrost ( s-1), K je indeks čvrstosti  (Pa s),  n 
pa je tokovni indeks (-). 
Ti štirje modeli so izbrani pred ostalimi potencialnimi modeli, saj so najpogosteje uporabljeni  
za reološke analize micelijskih brozg in so široko uporabljene pri opisovanju prenosa snovi v 
ne-newtonskih tekočinah. V nekaterih študijah je bil indeks čvrstosti K uporabljen kot 
samostojni pokazatelj viskoznosti pri filamentoznih kultivacijah (Wucherpfennig in sod., 
2010). Izvedenih je bilo več študij, ki so preučevale morfološke spremembe in posledično 
reologijo glive Aspergillus terreus tekom proizvodnje lovastatina (Baños in sod., 2009; Casas 
López in sod., 2005; Gupta in sod., 2007; Rodríguez Porcel in sod., 2006). Peletna rast se je 
izkazala za bolj ustrezno iz vidika učinkovitosti procesa. Na reologijo brozge je vplivala 
koncentracija biomase, velikost peletov in hitrost mešanja. Viskoznost, ki je bila ocenjena z 
uporabo Ostwald-de Waele-jevega zakona moči, je nakazala psevdoplastične ne-newtonske 
značilnosti brozge. Reološka parametra brozge K in n sta bila pod vplivom koncentracije 
biomase, povprečne velikosti peletov in v manjši meri tudi puhavosti peletov. Indeks čvrstosti 
K je bil močno pod vplivom naraščajoče velikosti peletov, ni pa bil občutljiv na povečano 
koncentracijo peletov stalnega premera (Rodríguez Porcel in sod., 2006). 
 
Reološki parameter RP je lahko povezan s koncentracijo biomase kot suho celično maso 
XBDM 
                 
  ... (7) 
kjer je RP preiskovani reološki parameter, α pa eksponent biomasne koncentracije. 
Morfološki parametri, posebno hrapavost R in kompaktnost C, so se izkazali kot zelo 
pomembni pri neposrednem vplivu na reologijo brozge. S temi spoznanji je bila predlagana 
naslednja povezava: 
                
            ... (8) 
kjer so α, β in γ eksponenti za vsak reološki parameter RP. Ti modeli so bili zelo uspešni pri 
napovedovanju reologije brozge pri filamentoznih šaržnih kultivacijah (Wucherpfennig in 
sod., 2010). Kompaktnost in hrapavost sta lastnosti skupkov, ki ju lahko kvantitativno 
določamo s slikovno analizo (Papagianni, 2004). 
 
7 KULTIVACIJE OBOGATENE Z MIKRODELCI 
 
Nov in obetujoč pristop k nadzoru in inženiringu filamentozne morfologije brez sprememb pri 
osnovnih procesnih parametrih predstavlja dodatek netopnih mikrodelcev v kultivacijski 
medij (aluminijev oksid, hidratiziran magnezijev silikat) (Walisko in sod., 2015). Kultivacije 
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obogatene z mikrodelci (MPEC) so bile uvedene kot nova metoda za nadzor glivne 
morfologije z namenom povečevanja produktivnosti. Driouch in sod. (2010) so preučili 
nadzor morfološkega razvoja z dodajanjem silikatnih mikrodelcev pri A. niger. Pri inokulaciji 
s sporami je bila morfologija glive A. niger natančno prilagojena z dodanjanjem mikrodelcev 
(Slika 5). Kot dodatek prejšnjim raziskavam so avtorji pokazali, da dopolnitev kultivacije z 
mikromaterialom ne omogoča zgolj nastanka prostega micelija, ampak preko dobro uravnane 
variacije velikosti in koncentracije delcev tudi natančen inženiring morfoloških oblik. 
 
 
Slika 5: Inženiring morfologije pri Aspergillus niger z dodajanjem hidratiziranega magnezijevega silikata (talc) v 
submerzno kulturo. Dodatek delcev v različnih koncentracijah (g/L): (A) kontrola brez talc, (B) 0.01, (C) 0.1, 
(D) 0.4, (E) 0.6, (F) 1.0, (G) 2.0, (H) 3.0, (I) 5.0. Slikovna analiza je bila izvedena po 72 h kultivacije (Driouch 
in sod., 2010: 1061) 
V kasnejših raziskavah je bil preko dodajanja titanatnih mikrodelcev v kultivacijsko brozgo 
omogočen nastanek visoko aktivnih »core-shell« peletov glive A. niger (Driouch in sod., 
2012). Encimski titer pri testiranih rekombinantnih sevih ob dodatku titanata je pokazal 3.7x 
(pri fruktofuranozidazi) in 9.5x (pri glukoamilazi) izboljšavo v primerjavi s kontrolo. Avtorji 
so navedli, da je glavni razlog za obogateno produkcijo v tesni povezavi med titanatnimi 
mikrodelci in glivnimi celicami. Pri koncentraciji delcev pod 2.5 g/L so se delci nahajali tudi 
znotraj peletov. Vizualizacija aktivnosti peleta z ekspresijo GFP je razkrila, da so bili veliki 
peleti pri kontroli aktivni zgolj v površinskem sloju debeline 200 µm. Medtem ko so bili 
peleti pri kultivaciji obogateni s titanatom aktivni v celoti. Zmanjšanja velikost peletov in po 
meri spremenjena notranja struktura peleta, ki je manjše gostote, sta omogočili boljši prenos 
snovi in penetracijo peleta (Krull in sod., 2013).  
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Dokazano je, da obstaja tesna povezava med bioprocesnim okoljem, morfologijo in 
posledičnim metabolizmom posameznih celic. Trenutno je znanost še daleč od popolnega 
razumevanja metabolnih in regulatornih mehanizmov in vplivov morfološke rasti na njih. 
Nove tehnologije v sistemski biotehnologiji zagotavljajo močno orodje za odkrivanje 
kompleksnih povezav med biološkimi in inženirskimi vidiki pri gojenju filamentoznih 
mikroorganizmov v industrijskih bioprocesih. Glavni cilj in izziv bo ustvariti prikrojeno 
morfologijo za specifičen biotehnološki proces, kar bo prineslo željeno produktivnost. Tudi 
razvoj naprednih, natančnih in avtomatiziranih »online« tehnik slikovne analize in 
matematičnih orodij za modeliranje je velikega pomena za visoko kakovostne napovedi 
produktivnosti kulture. Kvantitativni podatki o diferenciacijah micelija se lahko uporabijo za 
izdelavo strukturiranih modelov, ki s svojo napovedno vrednostjo omogočajo izboljšano 
načrtovanje in vodenje fermentacij. Čeprav lahko matematični modeli pomagajo pri uporabi 
pridobljenih eksperimentalnih podatkov, pa je nujno potreben razvoj novih eksperimentalnih 
tehnik in merilnih metod za razumevanje pojavov kot je naprimer prelom hif in njegova 
povezava z mehanskim stresom. Številne nadaljne raziskave bodo verjetno razkrile 
natančnejše informacije o možnostih nadzora rasti filamentov preko kultivacijskih parametrov 
in dodatkov v obliki mikrodelcev ali podobnih materialov. Polje »morfološkega inženiringa«, 
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